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JOHDANTO
Vesistöihin lasketaan yhä enemmän kemikaaleja ja jätevesiä, joi
den vaikutuksista vesiekosysteemeihin ei ole tarkkaa tietoa. Näi
den päästöjen vaikutusten selvittämiseksi ja saastumisen ehkäi—
semiseksi on kehitetty useita erilaisia toksisuustestejä. Kiin
nostus myrkyllisyystutkimuksia kohtaan on herännyt varsinkin
Pohjismaissa, mistä ovat osoituksena mm. BLANCKin ym. (1978)
laatima kirjallisuusselvitys ?ri menetelmistä sekä Nordforskin
1979 käynnistämä projekti ekotoksisuuden määrityksestä vesiym
päristössä. Myös OECD laatu suosituksia myrkyllisyyden tutkimus
menetelmiksi ja kansainvälinen standardisointij ärj estö (ISO) val
mistelee eri eliöiliä tehtäviä rnyrkyllisyystestistandardeja.
Toksisuustestiorganismeina on käytetty useimmiten kaloja, koska
niihin kohdistuneilla häiriöillä on suora yhteys ihmisen talou
teen. Kuitenkin alempien organismien, kuten levien ja heterotro—
fisten mikro-organismien, tQiminnan häiriytymisellä voi olla tu—
hoisampi vaikutus itse vesiekosysteemiin. O
Vesien perustuotannosta vastaavat pääasiassa levät, jotka sito
vat säteilyenergiaa kemialliseksi energiaksi tuottaen samalla
happea. Levät ovat myös ylempien trofiatasojen organismien ravin
toa. Heterotrofiset mikrobit puolestaan hajottavat orgaanista ai
netta, jolloin ravinteet vapautuvat perustuottajille. Sekä perus-
tuotannon että hajotustoiminnan inhiboituminen vaikuttaa näin
ollen koko vesiekosysteemin ravinne- ja energiatalouteen.
Alempien organismien tärkeä merkitys ilmenee myös tutkittaessa
rikastuvia yhdisteitä. Näiden yhdisteiden pääsy levä- .ja baktee
risoluihin on helppoa, koska solujen pinta-alan suhde tilavuu
teen on suuri. Ravintoketjuja pitkin yhdisteet voivat rikastua
selkärangattomiin, kaloihin ja ihmisiin.
Tässä kirjallisuusselvityksessä on esitelty bakteeri— ja levilmyr—
kyllisyystestejä sekä niissä seurattuja toimintoja ja parametre—
jä. Lisäksi on pyritty arvioimaan testien soveituvuutta ja kilyt—
töhelpoisuutta Ves lekosysteomi in kohdistuviusi iayrkkyvaikutut tosi.
:ii’v it’itLfl i G3U.
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1, LEVäTESTIT
Li YHDEN LEVELAJIN TESTIT
Suurin osa kirjallisuudessa esitetyistä myrkyllisyystesteistä on
tehty yhden levälajin viljelmillä. Levätestiorganismeiksi on va—
littu nopeakasvuisia ja suhteellisen laajalle levinneitä levä—
lajeja (CLAE$SON ym. 1978), Käytetyt organismit ovat pääasiassa
yksittäisinä kasvavia, koska niiden lukumäärä on helpompi mää
rittää kuin ryhmissä kasvavien. Yleisimpiä myrkyllisyystesteissä
käytettyjä levälajeja ovat Selenastrum capricornutum, Ohlorella
pyrenoidosa, Dunaliella tertiolecta, Phaeodactylum tricornutum,
Euglena gracilis, Skeletonema costatum ja Thalassiosira pseudo
nana (BLANCK 1978)
Leviä on testeissä kasvatettu joko ravintoliuoksissa tai auto
klavoidussa ja/tai suodatetussa luonnon vedessä, johon on lisät
ty tutkittavaa yhdistettä. Myrkkyjen vaikutusta leviin on seu
rattu mm. lukumäärä-, sameus-, kuivapaino-, klorofylli- ja yhte
yttämismittauksin
Levätestit voidaan erottaa viljelytavan mukaan panos— eli batch—
viljelyyn, jatkuvaan tai puolijatkuvaan viljelyyn sekä dialyysi
vilj elyyn.
1.11 Panos viljely
Panosviljely on eniten käytetty levien viljelymenetelmänä lähin
nä yksinkertaisuutensa vuoksi, Testeissä leväsiirrosta kasvate
taan vakioiduisssa ulkoisissa ympäristäolosuhteissa, pulloissa
tai putkissa eri myrkkypitoisuuksissa,
Leväsiirroksen suuruudella on todettu olevan vaikutusta koetulok
seen: yhdisteen myrkyllisyys kasvaa siirroksen solumäärän laski
essa, KLLLQVIST (1978) on esittänyt sopivaksi levätiheydeksi kas
vatuksen alussa 106
— levää/1,
larios viij elyn heikkous on kasvatusaj an raj ol tUominen vaiti aLun—
tim toksisuuden tutidmiseen, sillä alustan laatu muuttuu kasva
tuksen aikana. Havinteiden loppuminen, varsinkin kasvatuksen
tapahtuessa luonnon vedessä, haitallisten metaboliatuotteiden
muodostuminen, pH-muutokset sekä mahdollinen heterotrofisten
organismien lisääntyminen voivat pitkäaikaisissa tutkimuksissa
peittää varsinaisen myrkyn vaikutukset esim. KELLQVIST 1978,
SEPPOVAARA 1978). Lisäksi myrkyllisten yhdisteiden, kuten jä
tevesien, laatu saattaa muuttua pitkinä kasvatusaikoina mm.
haihtuvien yhdisteiden määrän vähetessä, hajotustoiminnan seu
rauksena tai myrkkyjen adsorboituessa astioiden seinämiin tai
leviin.
Levien panosviljelyllä tutkittuja myrkkyjä ovat puunjalostus
teollisuuden jätevedet (LEHMUSLUOTO & HEINONEN 1970, SEPPOVAARA
& NUMMINEN 1974, RAINVILLE ym. 1975, ELORANTA ±976 b, STOCKNER
& CLIPF 1976, ELOHANTA 1978 a), eri metallit (SILVSRBaRG ym.
1977, UHIAUDANI & VIGHI 1978, WONG ym. 1978) sekä orgaaniset yli—
disteet, kuten PCB, heksaklorobentseeni ja trinitrotolueeni
(PISHER ym. ±974, SMOCK ym. 1976, BRINGMANN & KiIN 1978, LAAKE
1978 a).
Panosviljelyn erikoissovellutuksiin voidaan liittää synkronoitu
kasvatus sekä maljaviijely. Synkronoidussa kasvatuksessa kaikki
solut ovat samassa kehitysvaiheessa. Yksisoluisilla levillä synk—
roninen kasvu saadaan aikaan valoisan ja pimeän rytmisellä vaih
telulla.
Synkronisella kasvatuksella saadun homogeenisen levämassan avul
la voidaan tutkia mm. myrkkyjen vaikutuksia eri kehitysvaiheessa
oleviin soluihin. HELDAL ym. l978) tutkivat bijyn ja sen dis
pergointiaineiden myrkyllisyyttä Chlamydomonas-levän synkronisel
la viljelmällä. Myrkkyvaikutus ilmeni keskimääräisen solukoon
pienenemisenä jo neljän tunnin kuluttua kasvatuksen aloittamises
t,a. Samassa tutkimuksessa käytettiin mybs levion maljaviljeiyii,
jolla saatiin samansuuntaisia tuloksia kuin synkronisella kasva—
tuksella. Tutkijat totesivat maljaviljelyn luotettavaksi ja yk—
sinkertaiseksi screening—testilcsi leville haitallisten pitoisuuk—
sien määrityksessä.
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Haitoistaan huolimatta yksinkertainen panosviljely on käyttökel
poinen karkeaksi seurantatestiksi monimutkaisempia jatkokokeita
varten.
1.12 Jatkuva ja puolijatkuva
viljely
Jatkuvan viljelyn käyttö on yleistymässä levätesteissä, sillä me
netelmillä on pystytty eliminoimaan lähes kaikki panosviljelyn hai
tat (SEPPOVAARA 1978). Jatkuvassa kasvatuksessa voidaan seurata
levien reaktioita myrkkyihin sellaisissa ravinnepitoisuuksissa ja
levätiheyksissä, jotka vastaavat luonnontilaa. Kasvualustan jatku
va virtaus leväviljelmään ja viljelmästä pois estää mm. haitallis
ten metaboliatuotteiden muodostumisen kasvua rajoittavaksi, ravin
teiden loppumisen tai jätevesien laadun muutokset kasvatuksen ai
kana. Jatkuvan viljelyn suurin etu on pitkien kasvatusaikojen
käyttömahdollisuus, jolloin voidaan saaaa tietoja kroonisista
myrklcyvaikutuksista ja levien mahdollisesta sopeutumisesta.
Jatkuva kasvatus voi tapahtua joko turbidostaatissa tai kemostaa
tissa. Turbidostaatissa alustan lisäys viljelmätin tapahtuu auto
maattisesti kasvuston tiheyden perusteella. Kemostaatissa kasva—
tusliuos virtaa tasaisella, säädettävällä nopeuØella leväviljel—
mään. Levien kasvun inhiboituminen ilmenee turbidostaatissa lai
mennusnopeuden pienenemisenä ja kemostaatissa puolestaan leväti
heyden laskuna.
LAAKE (1978 a) on tutkinut heksaklorobentseenin vaikutusta Phaeo
daotylum tricornutum—piflevän kasvuun turbidostaatilla, kemos
taatilla ja panosviljelyllä. Tutkimuksessa jatkuva kasvatus
osoittautui herkemmäksi kuin panosviljely. Jatkuvan viljelyn me
netelmistä kemostaatti soveltui paremmin. toksisuuden selvittämi
seen kuin turbidostaatti, sillä leväviljelmän sameus vaihteli
paitsi myrkyn vaikutuksesta myös mm. viljelmän iän mukaan. Li
säksi levien absorboituminen turbidostaatin kasvatusastian sei—
nämiin aiheutti epätarkkuutta alustanvirtausnopeuden säätelyssä.
TAUB (1976) totesi turbidostaatin puolestaan kemostaattia edulli
semmaksi, koska useimmat myrkyt pienentävät kasvunopeutta, joi
loin seurauksena saattaa olla kasvuston huuhtoutuminen kemostaa
tista, jos laimennusnopeus on suurempi kuin levien kasvunopeus.
Toisaalta liian alhainen laimennusnopeus kasvunopeuteen verrat
tuna peittää myrkkyvaikutuksen ravinnepitoisuuden muuttuessa kas
vua rajoittavaksi, TAUBin (1976) mukaan kemostaatin laimennus
nopeutta säätelevän pumpun tulisi toimia erittäin tarkasti, jot
ta edella mainituilta epaonnistumisilta levaviljeljssa valtyt—
täisiin
Puolijatkuvassa viljelyssä osa leväkasvustost ja kasvatusliu
oksesta poistetaan tietyin väliajoin ja korvataan tuoreella vil—
jelyliuoksella. Puolijatkuva viljely ei vaadi yhtä kalliita ja
monimutkaisia laitteita kuin jatkuva viljely, mutta tarjoaa sil
ti samoja etuja.
REYNOLUS ym, (1976) testasivat lämpötilan vaikutusta fenolin
toksisuuteen Selenastrum capricornutum —levällä puolijatkuvalla
ja jatkuvalla viljelyllä. Tutkimuksessa jatkuva viljely osoitti
fenolin aiheuttaman inhiöition herkemmin kuin puolijatkuva vil
jely.
Jatkuvan viljelyn haittoja ovat laitteistojen kalleus ja moni—
mutkaisuus sekä alttius häiriöille, Lisäksi laitteilla voidaan
tutkia vain yhtä näytettä kerrallaan (SEPPOVAARA 1978). Kemos
taatilla tehtävät kokeet ovat myös melko työläitä (LAAKE 197$ a).
1.13 Dialyysiviljely
Dialyysiviljelyssä leviä kasvatetaan puoliläpäisevissä kalvo—
pusseissa, jotka on upotettu kasvualustaan. Kalvojen seinämät
mahdollistavat ravinteiden jatkuvan siirtymisen viljelmään ja
metaboliatuotteiden kulkeutumisen kalvon ulkopuolelle. Dialyysi—
tekniikka on eräs jatkuvan kasvatuksen sovellutus.
Levätoksisuustesteissä dialyysiviijelyä ovat käyttäneet mm.
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SKOGLUND ja SIDE (1978), jotka tutkivat Ekofiskin raakadljyn vai
kutuksia leviin laboratorioss ja in sjtu OloSuhteissa merellä
Tutkimuksessa Cliaetoceros eeratos0orurn •piilevän kasvu hidastui-
välittömästi Öljylisäyja500 jälkeen kontrollin verrattuna Kasvu
kuitenl(in elpyi 8 vuorokauden kuluttua lisäyksestä mikä johtj
C1—C9 hiilivetyjen haihtumisesta normaalin meriveden pitoisuuk•
sien tasolle C12 -c2 hiilivetyjen määrä leväsolussa oli suu
rempi kuin kontrollifläytteid leviss5 Saman tutkimuksen labora
toriolcol(eissa cornutum -levän dialyysivi_j_55
loppui kahden tunnin kuluttua vedessä, jonka naf
ta1eenipitoisu5 oli 3 mg 1 eli luonnossa yh
teydessä mahdollisesti tavattava Pitoisuus
Kasvatusliuoksena dialyysiviijelyssä voidaan käytt5 luonnon vähä
ravinteista vettä, jolloin myrkkyjen vaikutus hyvin
tapahtumia luonnossa. Lisäksi dialyrsiteiniiii on mahdollista
soveltaa toksisuustutyrimuic.i joissa tarvitaan tietoja paitsi
akuutista myös kroonisista vaikutu]sista Kalvopussien valikoi•
vasta läpäisevyydestä johtuen saadaan selville veteen liukojste
yhdisteiden vaikutus organismeihin eikä esim. 3ljyjen dispergoi•
tuneiden hiilivetyj1 vaikitusta (SKQQLUND & SIDE 1972),
1. 2 USEMJ LEVALMIN TilIT
TJseai levälajin levätest±t ovat melko harvinaisia mYrkyllisyys
testeinä kiiden avulla on kuitenkin helpompi arvioida myrkkyjen
vaikutuksia luontoon kuin yhden lajin levätesteillä koska laji
en välinen kilpailu on vajlcuttamassa tuloksiin Lisäksi leväla
ji00 erilainen herkkyys on arvioitavissa useamman levälajin vil
jelmis tutkimalla Jonkin tai joiden0 le
välajien häviäminen myrkyn vaiJtucsesta voi aiheuttaa kuluttaji•
en keskuudessa myös lajimuuto55j sillä useiden eläjnplanlct5•
reiden on todettL valjiivan ravintonsa mm, levj koon ja muo
don perusteella (FI5 ym. l97),
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TTRan leväläjin testeissä on tutkittu m 1:ky.en vaikutusta pää
asiassa levien kasvuun tai yhteyttämiseen. FISHER ym. (1976)
osoittivat levien välisen kilpailun tärkeän osuuden myrkkyvai—
kutukseen. He selvittelivät PCB : n vaikutusta kahteen levälaj iin
Thalassiosira pseudonana —yDiilevärr ja Dunaliella tertiolecta
—viherlevän puhdas— ja sekaviljelmiin
. Puhdasviljelmissä 0,1
1 PCB—pitoisuus ei osoittanut levien solulukumäärän las
kua verrattuna kontrolliin. Kontrollisekaviljelmässä T, pseudo
nana -piilevän tiheys oli 8-10 kertaa suurempi kuin D. terti
olecta -viherlevän, koska se pystyi nopeammin käyttämään hyväk
seen kasalustaan lisätyn typen. POP:n vaikutuksesta T. pseu
donana -levän osuus sekaviljelmän solutiheydestä oli kuitenkin
samaa suuruusluokkaa kuin D. tertiolecta -levän. Viherlevän kil—
pailuasema rajoittavana tekijänä olevan typen suhteen parani
POP:tä sisältävässä viljelmässä. Samassa tutkimuksessa POP:tä li
sättiin luonnon leväpopulaatioviljelmään, jolloin T. pseudonana
—piilevn osuus pieneni kontrolliin verrattuna. Iläytteen muiden
valtalajien, Chaetoceros ja Skeietonema costatum, määrissä ei ha
vaittu muutoksia, mutta näytteen lajidiversiteetti laski huomat
tavasti POP:n vaikutuksesta.
Levien yhteyttämisen seuraamisessa on käytetty perustuotantomää—
ritystä llO•menetelmällä STEEMANN-NIELSEN ja BRUUN LAURSEN
(1976) tutkivat kuparin vaikutusta neljän erityyppisen järven
kasviplanktonin hiilidioksidin yhteyttämiseen. Syanobakteerit
osoittautuivat herkimmiksi kuparille, mikä ilmeni mm. inhibiti—
on lisääntymisenä näytteissä kesällä, kun syanobakteerit yleis
tyivät kevääseen verrattuna. Järven kasviplanktonin hiilidiok
sidin yhteyttämisen heikkenemiseen kuparin jo0dosta vaikutti
vat lajikoostumuksen ohella myös levien määrä, veden pH ja hu—
nuspitoisuus. NIEDI (1972) on havainnut murtoveden levät myös ke
sällä herkemmiksi kuparille kuin keväällä.
LEHMUSLUOTO ja HEIIJOHEH (1970) sekä SLPPOVAARÄ ja NUIIPIINEN (1976)
tutkivat puunj alostusteollisuuden jätevesien vaikutuksia kasvi—
planktonin perustuotantokykyyn. Tutkimuksissa havaittiin pime
ässä sitoutuneen hiilen suhteen valoisassa sitoutuneeseen hii—
ben (P/V—kvotientti) kasvavan jätevesipitosuuden kasvaessa.
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MOORE ja LOVE (1977) selvittelivät myös puunjalostustehtaan jäte
vesien inhibitiivisiä vaikutuksia. Tutkimus kohdistui vastaanot
tavan vesistön puhtaan alueen kasviplanktoniin ja päällyskasvus
toon (peribytcn). Jopa 0,01 % jätevesilaimennos aiheutti joissa
kin näytteissä inhibitiota levien yhteyttämiskyvyssä 2-4 tunnin
kokeissa. Tutkimuksessa päällyskasvusto reagoi herkemmin jäteve
teen kuin kasviplankton. Lisäksi jäteveden vaikutusalueella kas
vaneiden perifyyttien hiidioksidin yhteyttäminen oli voimakkaam
paa kuin kontrollialueella kasvaneiden, mutta jätevesipitoisuu
den noustessa näytteissä saastuneen alueen päällyskasvuston hii—
lidioksidin yhteytt&uinen pieneni jyrkemmin kuin puhtaan alueen
perifyyttien. CHROST ja SIKORSKA (1976) havaitsivat myös eroja
kasviplanktonin ja päällyskasvuston hiilidioksidin yhteyttämi—
sessä asumaj ätevesien vaikutusalueella.
GOLDMAN (1978) on esittänyt luonnon leväpopulaatioiden käytössä
esiintyviä hyviä ja huonoja puolia verrattuna leväpuhdasviljel
mi. Haluttaessa tietoja erilaisten tekijöiden vaikutuksista
esim. jossakin järvessä antavat kyseisen alueen luonnolliset le—
väpopulaatiot todennäköisesti paremman kuvan tapahtumista kuin
yksi laji. Toisaalta yhden lajin levätestit antavat toistetta—
vampia tuloksia kuin jatkuvasti muuttuvat luonnon leväpopulaa
tiot. Levätesteissä ei tarvita sopeutumisaikaa käytettäessä ve
den luonnollisia leväpopulaatioita , kun taas laboratoriokanta
vaatii tietyn ajan sopeutuakseen muuttuneeseen kasvualustaan, sen
ravinne- ja hivenainepitoisuuteen. Lisäksi puhdasviljelmien käyt
tö vaatii käytettävn veden suodattamista tai autoklavointia bak
teerien ja muiden levien poistamiseksi, jolloin veden ominaisuu
det muuttuvat. Luonnon leväpopulaatioissa voi toisaalta tapahtua
nopeastikin huomattavia muutoksia levien välisissä suhteissa,
kun leviä kasvatetaan laboratoriossa kontrolloiduissa olosuhteis
sa (CLAESSON ym. 1978).
OLAESSON ja PORSBERG (1978) suosittelivat viiden levälajin “mmi—
testin” käyttöä yhden lajin sijasta, koska usean lajin avulla
jäljitellään paremmin tilannetta purkuvesistössä. Ravinteiden
otto vedestä on lisäksi tehokkaampaa, kun mukana on useita eri
levälajeja.
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1.3 LEVATESTEISSA MITATTAVIA MUUTTUJIA
Levätestien antama tieto myrkyn tai jätevesin vai! utuksista le
viin riippuu olennaisesti siitä, mitä muuttujia mitataan.
1.31 Kasvu
Kasvun mittaaminen on yleisin levätestien tulostustapa. Lähes
kaikki leväsolujen aineenvaihdunnassa tapahtuvat muutokset hei
jastuvat lopulta kasvussa. Leväbiomassa voidaan määrittää suo-.
raan kuivapainona tai erilaisin epäsuorin menetelmin, kuten lu
kumääränä, sameutena tai klorofyllipitoisuutena. Toksisuustes—
teissä kuivapainon määrittäminen onpjelko epätarkka menetelmä,
koska biomassat ovat pieniä (ELORANTA 1978 b). Määritystä ovat..
käyttäneet a SMOCK ym, (1976) jaSflVERBERG ym. (1977).
Levaen lukumäärä voidaan määrittää joko makroskoopilla tai st3h-
köisillä partikkelilaskimilla. ELORANTA (1978 , b) ei suosit—
tele soiulukumäärä käyttöä a4no3na tulostusmeneteimänä myrkyi
lisyystesteissä, varsinkaat! pitkäaikaisvaikutusten selvittämi—.4,
sessä, koska esim. puunjaloflusteoflisuuden jätevesien on
dettu aiheuttavan plasmolyysiä. Elävi?n ja kuolleiden solujen
erottaminen ei ole mahdollista s4hköisillä partikkelilaskimi,,—..
la. Koska leväsolujen muoto, koko j tila ovat herkkiä toks;..
ten yhdisteiden vaikutuksille,
.°
mfloskooppinen lukumääräfl
määritya,työläydestään huolimat4, soveltuvampi kuin sähköi
set laskentamenetelmät myflyilisyystestien tulosten mittauk—,
sessa. (ELORANTA 1978 b). O
Leväviljelmien sameuden mittaaminen on nopea ja halpa menetl
mä • Sameus voidaan muuntaa levälukumääräksi rinnakkaismitta-
uksilla partikkelilaskimella tai mikroskoopilla.
Klorofylli a:n määrää leväbiomassan mittana ovat käyttäneet mm.
ELORANTA (1976 a, b), PAYNE (1976) sekä STOCKNER ja COSTELLA
(1976). ELORANTA (1976 b) on todennut klorofylli a:n määritt%—
misen liian epfftarkaksi lyhytaikaisissa levätoksisuustesteissä,
mutta hyväksi pitkien inkubointiaikojen testeissä. Klorofylli
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määritys vaatii suurempaa aloituslevätiheyttä kuin lO kpl/1
(ELORANTA 1978 b), joten luonnon veden levätestien biomassamää
rityksissä menetelmä ei yleensä ole luotettava. Klorofyllimää—
ritys yhdessä solulukumäärän kanssa antaa melko hyvän kuvan le
vätestien tuloksista, sillä eräiden aineiden on todettu estä
vän solujen jakautumista, muttei solujen kasvua tai klorofyllin
muodostusta (PAYNE 1976). Puunjalostusteollisuuden jätevesien
hartsihappojen ja rikkiyhdisteiden on puolestaan havaittu muutta
van solujen klorofyllipitoisuuksia solulukumäärien kasvaessa nor
maalisti (ELORANTA 1978 b).
Levätoksisuustesteissä voidaan tutkimuskriteereinä käyttää levien
kasvukäyriä, lag- eli viipymävaiheen pituutta, maksimaalista kas
vunopeutta eri viljelmissä, kahdentumisajan pituutta, kasvunope
utta vuorokauden kuluttua myrkkylisäyksestä tai solulukumäärää
stationaari- eli kasvun loppumisvaiheessa (STOCKNER & GOSTELLA
1976, OLAESSON ym. 1978, KXLLQVIST 1978). Kasvukäyrän määrittä
minen vaatii tiheää tulostusta, mutta antaa runsaasti tietoa.
Myös maksimaalisen kasvunopeuden määritys vaatii useampia mitta
uksia, sillä viipymävaiheen pituus saattaa olla erilainen eri
myrkkypitoisuuksissa ja maksimaalisen kasvunopeuden saavuttami
nen tapahtuu eri aikoina eri viljelmissä. Solulukumäärän mittaa
minen kontrolliviljelmän saavuttaessa kasvun loppun4svaiheen tai
kasvun mittaaminen vuorokauden kuluttua myrkkylisäyksestä antaa
inhibitiotapauksessa pienempiä arvoja kuin kontrollinäyte. Johtu
vatko erot todella pienentyneestä kasvusta vai levien vaatimasta
sopeutumisajasta myrkkyihin ennen kasvun elpymistä, eivät tällai
sissa yhden mittauksen tulostustavoissa käy ilmi. Lisäksi kasvun
loputtua tapahtuva solulukumäärän mittaus voi olla harhaanjohta
va koska näytteiden myrkyllisyys, esim. toksisten yhdisteiden
haihtuminen, on saattanut muuttua kasvatusajan kuluessa.
1.32 7 h t e y t t ä m i n e n
Levien tärkein toiminta luonnossa on muuttaa auringon säteily
energiaa muille organismeifle kilyttökelpoiseksi kemialliseksi
energiaksi. Levätesteissft yhteyttämist on tutkittu hiilen si—
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toutumisena tai hapen tuottona.
Radioaktiivisen huilen käyttö yhteyttämisen mittaamisessa on no
pea ja herkkä menetelmä välittömien myrkkyvaikutusten selvittä
misessä (ELORANTA 1978 a, b, GQL]D1”IAN 1978). Menetelmä soveltuu
varsinkin aihaisten myrkkypitoisuuksien vaikutusten selvittämi
seen eikä se vaadi tiheää leväviljelmää kuten klorofy1li- tai
kuivapainomääritys. Koska C-menete1mä on herkkä kaikenlaisil
le muutoksille, rehevöittäville ja inhibitiivisille, se vaatii
hyvin kontrolioidut ympäristöolosuhteet. Levätesteissä C—me—
netelmää ovat käyttäneet mm. ELORANTA (1976 b), BRYAN ja OLAFS—
SON (1978) sekä WONG ym. (1978).
Yhteyttämisen intensiteettiä on myös seurattu mittaamalla levä—
testeissä muodostuneen hapen määrää Winklerin menetelmällä ja
elektrokemiallisilla metodeilla (LARSSON & TILLBERG 1975, ELO-
RANTA 1976 b). Winklei’in menetelmä vaatii kuitenkin kehittämis
tä levätestin seurantatapana, sillä määritys vaatii näytteiden
erityiskäsittelyn (ELORANTA 1976 b).
l.33 Muut muutt uj at
Haluttaessa yksityiskohtaisempia tietoja myrkkyjen vaikutusme
kanismeista leväsoluihin on seurattava erilaisia fysiologisia
ja biokemiallisia parametrejä. Hengityksen tutkiminen antaa
yleiskuvan leviin kohdistuvasta stressistä. Ravinteiden ottoa
ja siinä tapahtuvia muutoksia seurattaessa on käytetty mm. ra—
dioaktiivisia merkkiaineita tai tutkittu esim. typen oton osal
ta välttämättömien entsyymien, nitraattireduktaasien, toimintaa
(LARSSON & TILLBERG 1975, GOLDMAN 1978, JENSEN 1978). Syanobak—
teerien typen sidontaa eri pestisidien vaikutuksessa on myös
selvitetty (DaSILVA ym. 1975).
Solujen ja solukomponenttien, k±oroplastien ja mitokondrioiden,
morfologian tutkiminen mikroskoopilla antaa myös viitteitä myrk
kyjen vaikutuskohteista (SILVERBERG ym. 1977, LAAKE 1978 a).
Solujen kemiallisten yhdisteiden, kuten klor’ofyllin, feofytiinin
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ja ATP:n määrää on myös tutkittu (ELORANTA 1976 b, LAAKE 1978 b).
Rikastumistutkimuksissa on määritelty tutkittavien yhdisteiden
pitoisuuksia leväsoluissa ja vedessä (LAAKE 1978 b, WEBER ym.
1978).
2. BAKTEERIT MRKYLLI5yyDEu
0 5 0 1 T 1’ A J 1 N A
Bakteeritestien kohdalla pätevät samat edut ja rajoitukset testi
en teoriassa kuin levätoksisuustesteillä. Sen vuoksi bakteeri—
testien osalta ei ole tarkasteltu enää testijärjestelyjä, vaan
bakteeritestit on jaoteltu tutkittujen bakteeritoimintojen ja
myrkyn vaikutuskohteiden mukaan.
2,1 BAKTEERIEN KASVU
2,11 Puhdas viij cl mä t
Iyrkyllisyyden testaus bakteeripuhdasviljelmiilä on yksinkertais
ta ja helposti toistettavaa, mutta sen antamien tulosten sovelta
minen luonnonoiosuhteisjin on yhtä epäilyttävää kuin vastaavien
ievätestien, Kasvatus agarmaljolila tai rikkaissa ravinneiiuok
sissa poikkeaa ratkaisevasti bakteerien iuonnollisesta kasvuym—
päristöstä, Lisäksi muiden lajien välisen kilpailun vaikutus
jää osoittamatta, Abioottisten ympäristötekijöiden osuus on myös
puutteellinen, mm. adsorbtion merkitystä ei pystytä havaitsemaan.
Eri mikrobilajien välillä on eroja myös myrkkyjen siedossa.
BEINGMANN ja KUEN (1976) tutkivat 170 orgaanisen ja epäorgaanisen
yhdisteen inhibitiivisiä vaikutuksia Pseudomonas putida -baktee
rin ja roc stis jisa -syanobakteerin kasvuun. M.
______
nosa Osoittautui useimpien yhdisteiden kohdalla herkemmäksi tes—
tiorganismiksi kuin P. putida. Pseudomonas-lajeja on kuitenkin
käytetty yleisesti myrlcyllisyystutkimuksjssa (DEUTSCHE EINHEITS
VERPAIIREN 1968, BROECKER & ZAHN 1977, ORNEROD 1976). Varsinaiset
bakteerit olivat sädesieniä herkempiä kadmiumille, lisäksi gram—
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positiiviset bakteerilajit olivat herkempiä kuin gram—negatii—
viset. Kadmium vaikutti voimakkaammin sienten itiönmuodostuk
seen kuin rihmaston kasvuun (BABICH & STOTZKY 1977).
Paperiteollisuuden kiertovesissä esiintyy prosesseille haital
lisia gram—negatiivisia, limaa muodostavia bakteereita, joiden
torjumiseksi on kehitetty erilaisia kemikaaleja. Tehokkaan ke
mikaaliannoksen määräämiseksi on limaa muodostavista lajeista
valittu kestävin, Klebsiella pneumoniae, toksisuuden testaami—
seen (SOLYOM 1978). Bakteerin eri kantoja on kasvatettu keino—
tekoisessa prosessivedessä, johon on lisätty giukoosia, typpeä,
fosforia ja tutkittavaa limantorjunta-ainetta eri pitoisuuksina.
Torjunnan tehokkuus saadaan selville viljelemällä näytteet aga
rille tietyin väliajoin.
Puhdasviljelmät soveltuvat pääasiassa esikokeiksi suunnitelta
essa monimutkaisempia myrkyllisyystutkimuksia. Jos puhdasvil
jelmiä käytetään varsinaisina toksisuustesteinä, olisi syytä
tutkia eri mikrobiryhmiin, kuten gram-positiivisiin ja -nega
tiivisiin bakteereihin, sieniin ja alkueläimiin, kuuluvien or—
ganismien reaktioita, jotta tuloksia voitaisiin vertailla. Mo
lekyylitason muutosten, esim geneettisten vaikutusten, selvit—
tamiseksi puhdasvljelmien kaytto on valttamatontä
2.12 Luonnon populaatiot
Useampien bakteerilajien seuranta vesinäytteistä on melko har
vinaista mikrobien tunnistuksen vaatiman suuren työn vuoksi.
Tutkimuksissa keskitytäänkin yleensä bakteeriryhmiin, jotka
vastaavat jonkin alkuaineen kierrosta, eroavat pesäkemorfo
logialtaan jne.
Jätevesien vaikutusalueelle muodostuu useimmiten vallitseviin
olosuhteisiin sopeutunut bakteerilajisto, jonka kokonaispesä—
kemäärä saattaa olla samansuuruinen tai suurempi kuin puhtaan
veden bakteerien kokonaispesäkemäärä. Erot lajikoostumuksessa
kuitenkin osoittavat äteves ien vailtulcscri.
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SINGLETON ja GUTHRIE (1977) ovat tutkineet kuparin ja elohopean
vaikutuksia murto- ja makeanveden bakteerien koostumukseen. Ver
tailussa käytettiin kokonaispesäkemääriä, värillisten pesäkkeiden
osuutta seki. ulkomuodoltaan erilaisten pesäkkeiden määriä.
Tutkimuksessa havaittiin kupari- ja elohopea-lisäysten (erikseen)
aiheuttavan kokonaispesäkemäärien kasvua, lajimäärien vähenemis
tä sekä värillisten pesäkkeiden osuuden muuttumista. Sekä kupa
rin että elohopean lisääminen samaan näytteeseen aiheutti aluksi
kokonaispesäkemäärän pienenemisen, mikä kuitenkin korjaantui 2-
t vuorokauden kuluttua. Tutkijat totesivat raskasmetallien hei
kentävän bakteeriyhdyskuntien stabiilisuutta vähentämällä laji
diversiteettiä ja lisäämällä kokonaisbakteerimääriä.
Kanadassa on tutkittu erään paperi- ja selluloosatehtaan jäteve
sien vaikutusalueen laajuutta bakteeripopulaatioiden jakautumi
sen perusteella (ROKOSH ym. 1977). Kokonaisbakteerimäärä oli pur
kuputken lähellä suurempi kuin kauempana tehtaasta. Tutkituista
bakteeripopulaatioista olivat heterotrofiset bakteerit kaikkial
la enemmistönä. Melko yleisiä olivat myös orgaanisen rikin pel
kistäjät ennen sulfaatin pelkistäjiä ja rikin hapettajia. Koko
nais- ja fekaalikoliformien määrä oli vähäisin. Ensimmäisen kol
men kilometrin matkalla populaatiot pienenivät logaritmisesti
etäisyyden tehtaasta kasvaessa. Pieneneminen vaihteli eri bak
teeriryhmien välillä, mutta se ei millään ryhmällä ollut niin
nopea kuin natriumilla, joka osoittaa kemiallisesIi jätevesien
laimenemista.
Yli kolmen kilometrin etäisyydellä kemialliset analyysitulokset
eivät enää poikenneet luonnontilaisista arvoista. Heterotrofis—
ten ja rikkikierron bakteerien määrät osoittivat vielä 19 km:n
päässä tehtaalta jätevesien vaikutusta, Tutkijoiden mukaan bak
teeri—indikaattorien käytön heikkouksiin kuuluu rinnakkaismää—
r’itysten välinen suuri vaihtelu, minkä vuoksi laa,j a niytteenotto—
ohjelma on tarpeen.
Kasvun pieneneminen on yhteistulos erilaisista myrkkyjen aiheut
tamista muutoksista bakteerisolujen toiminnoissa. GRQSSBARDin
— 19 —
(1973) mukaan KokonaaspWsäkemäärien ‘(tairespiraation) tutki
minen jonkin yhdisteenhaittavaikutuksen selvittWniseksi ei yk—
sin riitä, koska se ei paljasta mahdollisia lajimuutoksia. Laji—
muutosten tai bakteereiUe tyypillisten fysiologisten toiminto
jen (esiii. nitrifikäatio’mo1ekuIaarisen typen sidohta, denttri
fikaatio,fosforift tai rikin kierto) seura&nineii k’örtåo ympr1s-
tön kannalta oleellisissa asioissa tapahtuneet häiriÖt. Näideht
fysiolögisten toimintojen estyminen osöittaa myös iajimuutåtbiä.
Bakteeriefi kokonaismääriä on viime vuosina pystytty määrittämätn
akridiinioranssilla våi’jätyiltä kalvoilta epifluoreSenssimikrO
koopilla. Bakteerilukumäärian ja heterotrofisten b&kteärienak—
tiiviSiluksien spmRnaikisillä mittauksiila”ön haväi€tu iisei%eii’
bakteeriez :olevan niukkaravinteisessa meriikedössä lötilasåt
(WRIGHT 1978). Akridiinioranssimönetelmällä havaittiin 1isäki
pilaantuneen jokiveden suurten, erittäin aktiivistäh båkteözieiit
muuttuvan tai häviävän pienten, vähemmän aktiivisten meren bak
teerisolujen tieltä. Bakterien kokoniislukumäärissä jj kuit&ri
kaalttapahtunuteuuria muutoksia. : j. ..
.1
.
: .
..
.
:
- ..
1.
- (t:. ;.: 4VCt
2.2 HENGITYS O :!%
Aerobisten, heterotrötisten mikrobien nergiamdtaboiiaa d4Q&
seuflta mittaamalla
hengityksen seuraaminen on ollut yleiilmiä tutkimuskoha.:
Mikäli myrkyt inhiboivat hengitystä, heikkenee vesistön itsö-’
puhdistuskyky. Biologisissa puhdistamoissa aktiivilietteen ha—
jotustölminnan (respiräation) hikkeneminen rasittaamyös VaS”1
taanottavaa.
.vesistöä”!’I” : : . . .
;
:. :..uq.
Hengitystä on tutkittu mittäamalia biologista hapen kulutust&
standardilaimennusmenetelmällä (BOD), Sapromat-laitteella, nhtb’
metreillä sekä happielektrodeilla. Siirroksena on useimmiten
ollut asumajätevesi.
- : 4N
Standardin muka±nörf ÖD7-määrityS ei Juuri sovellu myrkyllisyys
tutkimuksiin hltautensa, räjoitetun toistettavuutensa sekä tyb”
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läytensä vuoksi. Lisäksi myrkyn akuuttjvakutus on saattanut
määritysj0fl aikana peittyä sopeutumiskykyiste bakteerjen
yleistyess
Jotta myrkkyvajkutuks pystyttj seuraamaan inkuboinnin ai
kana, hengitysmjt15j tlj5j käytt manometreihin perustu-
via laitteita (esim. HACH-, Warburg— ja Sapromat
-laitteita)
Manometrisessä hengitysmitta555 seurataan yleisesti jonkin
standardjliuoksefl (glukoosj•giutjj. peptoni) hapen kulutusta
eri myrkky• ja ätevesipitoj55j Siirroksena voidaan käyt
tää asumajätee bakteeripuhdasVi_je_mä tai siirrosta vesis—
tön sedimentistä Siirroksen koostumuksella on tärkeä merkitys
biologisen hapen kulutuksen suuruuteen (SPARELL l97). ORMERODIn
(1978) mukaan manometrise_lä BOlmittaukse;la on useita käyttö—
muotoja, mutta se ei sovellu tarkkajlutestiksi biologisi5 puh
distamoille hitautensa vuoksi.
Sapromatlaittees mikrobien kuluttama happi korvautuu elektro
lyysin avulla tuotetulla hapella Laitetta ovat myrkyl1jsyy•
kimuksissa käyttäneet mm. VERSTRAETE ym. (l97), BROECXER ja
ZAHN (1977), SOLyo (1978). Sapromat•lajtetta käytettäe55 val
mistajan ohjeen mukaan vertaillaan tutkjttavan näytteen a),
standardipeptonilju. (b) sekä näyteljuoksen ja peptonin (c)
BQD-käyriä Jos a+b liuoster biologinen hapen kulutus on suu
rempi kuin C•liuoksen on jätevede inhibjtjjv5t vaikutusta
Epäorgaan55 yhdisteen myrkyllisyytt testattaessa käytetään
vain peptonia sekä peptonin ja epäorgaaflj5 Yhdisteen seosta.
ym. (l97) on esittänyt Sapromatlaitteel_e kolmi
osaista näytekokonaisuutta joka myrkyllisyy ja hajoami50
peuden ohella paljastaa myös mahdollisen ravinteiden epätasapai•
non fläytteessä sekä hajoamj kiihtymisen helposti hajoavan or
gaanjs00 aineen vaikutuIsesta (co—oxidatior)
Biologista hapen kulutusta on mitattu tarkkailtaessa biologisten
PUhdistamojen toimintaa erilaisten myrkkyjen Vaikuttaessa
SOLYQMin (1978) mukaan BOD-määrjtys ei täytä puhdistamoihin tu
levan veden tarkkai11j asotettuj1 vaati si sillä valyor]nan
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tulisi olla jatkuvaa, jotta häiriöiltä vältyttäisiin.
Ruotsissa on kehitetty Toxiguard-laite, joka mittaa liikkuvil—
la, kiinteillä pinnoilla kasvavien mikrobien hengitystä ($0—
LYOM 1978). Synteettiseen jäteveteen lisätään annoksina tut—
kittavaa vettä ja elektrodeilla mitataan bakteerien vedestä ku—
luttamaa happea. Mikäli liuoksen happipitoisuus nousee, tutkit
tava vesi sisältää hajotustoimintaa estäviä aineita. Korkea hap
pipitoisuus aiheutaa liälytyksen alle 15 min kuluttua annostelun
aloittamisesta.
Toinen myrkyllisyyden tutkimiseen kehitetty jatkuvasti rekiste
röivä laite on mikrobifilmin hapen kulutusta mittaava elektrodi
(S0RTKJAER 1978). Qeotrichium candidum-sienen itiöt muodostavat
glukoosiliuoksessa kasvuston tefionpintaisen elektrodin päälle.
Myrkyn vaikutuksesta sienen aineenvaihdunta estyy ja elektrodin
pinnalle pääsee enemmän happea. Inhibitio ilmenee 3-5 min kulut
tua altistuksen aloittamisesta. Laitetta voidaan käyttää myös
luonnossa, jolloin mikrobifilmi muodostuu veden organismeista.
Happielektrodien käyttö ei häiritse bakteerien biokemiallisia
prosesseja, kuten esim. dehydrogenaasiaktiivisuuden määritys
(kts. kohta 2.3). Lisäksi mittaus on nopea. PATTERSON ym. (1969)
suosittelevat elektrokemiailisten metodien käyttöä lyliytaikai—
sissa toksisuustesteissä.
BROECKER & ZAHN (1977) vertailivat 3,5-dinitrofenolin aktiivi
lietteelle aiheuttamia vaikutuksia eri testeillä. Heidän mu
kaansa hapen kulutusnopeuden määritys elektrodeilla 2 tunnin
kuluttua myrkyn lisäämisestä antoi suhteellisen nopeasti melko
tarkan tuloksen lietteelle inhibitiivisestä myrkkypitoisuudes—
ta. Sapromat antoi vastaavan tuloksen vuorokauden kuluttua li
säyksestä. Kunkin testin tuloksia verrattiin biologisen puhdis—
tamon pienoismallin käyttäytymiseen myrkkyaltistuksen aikana.
Tutkimuksessa havaittiin lisäksi lietteen mikrobien kyky sopeu
tua 3,5—dinitrifenolin shokkiannoksiin, kun myrkkyä lisättiin
kahden vuorokauden välein. Jos myrkkyä lisättiin neljän vuoro—
kauden välein suurina annocsina, adaptaatio hävisi ja lietteen
mikrobisto tuhoutui.
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2.3 DEHYDROGENAASIAKTIIVISUUS
Orgaanisen aineen haj otus alkaa usein vetyatomien poistumisella
yhdisteistä dehydrogenaasientsyymien vaikutuksesta. Kun aktiivis
ten dehydrogenaasientsyymien määrä on suuri, hajotustoimintakin
on vilkasta.
Dehydrogenaasiaktiivisuuden määritys myrkyllisyystestinä on ol
lut käytössä biologisten puhdistamojen aktiivilietteen tilan
tarkkailussa. Menetelmä perustuu trifenyltetrazoliumkloridin
(TTC) pelkistymiseen punaiseksi trifenylformazaaniksi (TP) de—
hydrogenaasientsyymien toiminnan tuloksena. Punaisen värin ab
sorbanssi kuvastaa aktiivisuutta.
Koska TTC katkaisee soluissa elektroninsiirtoketjun fiaviinin
jälkeen, se häiritsee solujen energiataloutta. Trifenylformazan
muodostaa saostuman, joka myös muuttaa olosuhteita bakteeriso—
luissa. Inkubointiajan tulisi edellä mainittujen seikkojen vuok
si olla mahdollisimman lyhyt. Toisaalta pitempi inkubointiaika
antaisi myrkkyvaikutuksesta luotettavairunan tuloksen (PÄTTERSON
ym. 1969). Inkubointiaika vaihtelee eri tutkimuksissa tunnista
vuorokauteen. Kasvatuslämpötilalla ja happipitoisuudella on myös
huomattava vaikutus dehydrogenaas iaktiivisuuden määritystulok
seen.
Dehydrogenaasikoetta voidaan käyttää puhdistamoilla hapenkulu
tusmäärityksen rinnallla. SPARELL (1974) vertaili BOD7- ja de
hydrogenaasimääritystä toisiinsa erilaisilla teollisuudessa käy
tetyillä bakteerien kasvua estävillä aineilla sekä metalli—io—
neilla. Dehydrogenaasimäärityksessä oli testiorganismina Bacillus
oereus. BOD7—määrityksessä siirroksena oli asumajätevesi. Mikäli
BOD -määrityksessä ei havaittu adaptaatiota, vastasivat menetel
mät toisiaan melko hyvin. BROECKER & ZAHN (1977) totesivat de—
hydrogenaasimäärityksen melko hyväksi 3,5-dinitrofenolin inhi
bitiivisen pitoisuuden määrityksessä aktiivilietteelle.
Koska TTC häiritsee solujen normaalia aineenvaihduntaa, se hei
kentäit tulosten ja mittaustekniikan arviointia (PATTERSON ym.
—
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1969). .‘ruticijat ehdottavatkin flC:n korvaamista elektronjn
vastaanottajilla, joilla ei esiinny TTC:n haittavaikutuksia
(eli tuotteet ovat liukojsia eivätkä häiritse solun energia
taloutta).
2.4 IIETEROTR0flNEN POTENTIAflI
Meterotrofigella potentililla tarkoitetaan bakteerien kykyä
käyttää jotakin orgaanist yhdistettA Veden fflikrobjen hetero
trofjsta potentiaajia on mitattu lisäämällä näyttejsjj radio-
aktiivisesti laerkittyjä, yksinkertaisia orgaanjj yhdistei,
kuten glukoosj, asetaattia ja aminohappoja.
Bakteerit assimiloivat orgaanJ,sj yhdistei pienissä pitoi
suuksissa noudattaen Michaelis...Mefltenjn entsyymikinetij
(WRIGHT &JIOBpIE 1966). lisättäessä as
similaationopeus kasvaa tiettyyn pisteeseen, jonka jälkeen
substraat.tiljaäys ei enäa nosta ottonopeutta Tällöin entsyy
mit ovat
.su»straatin ..
Heterotroris potentiaalin mittau]csessa on useimmiten rnääri-.
t1ty spkä .sQluihin sitoutunut että hengitykse55 vapautunut
aktiivisuus käytettäes5 hiiliel4eisotoopjl_a merkittyjä yhdis—
teitä. Tulokset on ilmaistu substraatjnoton teoreettisena mak—
siminopeutena (V), turn over -aikana (T) tai havaittuna
substraatjn o.ttonopeute(v)
HOBBIE t CRAWP0]uj (1969 a) totesivat bakteerien g1ukoosj otQfl
teoreettisen maksiminopeuden kAyttöke1pojs55j rehevöjtymisen :“
indikaattoriksi Heidän mukaansa giukoosin assimilaatio on ker—
kempi kuin. BOD, bakteerien pesäkelukarä tai kemijaiset
sianalyysit veden laadun erojen havaitsemisessa Heterotrofisen
aktiivisuuden määritys kuvaa bakteerien fysiologja ja aineen
vaihduntaa paremmin kuin akridiizzioranssivflrjayk 1111 . saatu. bak
teerien kokonaislukuärä WRIQnp (3.978).
Meterotrofista potentiaalia on käytetty mm. öljyjen ja metalli—
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ionien vaikutusten selvittämiseen (ALBRIGHT ym, 1972, AZAM &
HOLM-hANSEN 1975, WALKER & COLWELL l976 HOf)SON ym. 1977,
VACCARO ym. 1977). Neljän erilaisen öljyn pitkäaikaisvaikutuk—
sia meren bakteereihin on tutkittu CEPEX-koieissa HODSON ym.
(1977) . Kuukauden altistus alhaisessa öljypitoisuudessa (alussa
10 g 1) ei lisännyt bakteerien ö±jyjen sietoiykyä kontrolliin
verrattuna, vaan giukoosin assimilaatio oli vimakkaammin mlii
boitunut altistetuilla bakteerilla eri öijypitoisuuksissa kuin
kontrollinäytteissä. Puhdistetut öljyt olivat myrkyllisempiä
kuin raakadijyt. Myrkyllisyys korreloi positiivisesti öljyjen
naftaleenipitoisuuden kanssa. Tutkijoiden mukaan sekä soluihin
sitoutunut että hengityksessä vapautunut aktiivisuus ovat molem
mat käyttökelpoisia suureita glukoosiaineenvaihdunnan inhiboitu
misen mittaamisessa,
HiililLfluoreeni1la ja heksadekaanilla IIODSON ym. (1977) pyr
kivät selvittämään, hajottivatko öljyaltistuksessa eläneet bak—
teerit voimakkaammin hiilivetyjä kuin puhtaan meriveden baktee
rit. Eroja ei havaittu ilmeisesti liian alhaisen öljypitoisuuden,
ravinteiden puutteen ja lyhyen altistusajan vuoksi. WALKER &
COLWELL (1976) totesivat heksadekaanin hajotuksen olevan voi
makkaampaa öljyjen vaikutuksessa eläneillä bakteereilla kuin
puhtaan alueen hakteereilla. Saastuneen alueen bakteerit eivät
kyenneet heti käyttämään glukoosia.
ALBHIUHT ym. (1972) ovat tutkineet luonnon veden mikrobien hetero—
trofista aktiivisuutta metallisuolojen vaikutuksessa glukoosin
oton avulla. Lisäksi he tutkivat metallisuolojen letaaleja vai
kutuksia mikrobeihin rnaljaviljelyilä. Tutkitut suolat aiheutti
vat yleensä V :n laskua ja turn over -ajan kasvua pitoisuuksimax
na, joilla ei ollut vaikutusta heterotrofisten bakteerien mää—
riin maljoilla. Hopeaionit inhiboivat bakteerien glukoosin ottoa
jopa 0,01 g l -pitoisuudessa.
Eräiden havaintojen mukaan (VÄCCARO ym. 1977) kupari saattaa li
sätä heterotrofisten bakteerien lukumäärää ja aktiivisuutta.
Tutkimuksessa käytetyt pitoisuudet olivat 10 ja 50 g 11. Kupa
ri aiheutti levien eritystoiminnan kiihtymisen ja kuolleisuuden
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seurauksena veden orgaanisen aineen määrien kasvua, joka lisäsi
heterotrorista aktiivisuutta ja auttoi kuparia sietävien lajien
yleistymistä.
Hengityksen osuutta kokonaisassimilaatiosta ovat tutkineet WOOD
jå CHUA (1973). He totesivat veden ja sedimentin rajapinnalla
elävien bakteerien hengityksessä vapautuneen hiilen osuuden suu
remmaksi pilaantuneilla alueilla Toronto Harbouria kuin puhtail
la..
Tritioitujen (3H) yhdisteiden käyttö on tehnyt mahdolliseksi
luonnonveden pitoisuuksia pienenunät substraattilisäykset, jol
loin bakteerien assimilaatio kuvaa todellista heterotrofista
aktiivisuutta vedessä eikä heterotrofista potentiaalia(DIETZ ym.
1976). Aktiivisuus/potentiaali—termin käyttö on tosin vaihtele
vaa eri tutkijoilla. OO O
te
STANLEY. ja STANLEY (1977) mittasavat bakteerien asetaatin ottoa
heterotrofisen potentiaalin menetelmällä sekä autoradiografial—
la. Veden bakteerien asetaatin otossa oli selviä eroja eri la
jien ‘välillä. Tutkijoiden: mukaan asetaatin otto kuvastaä trofi-’
atasoa mutta se ei kelpaa biomassan mitaksi, joflaiseksi mene
telmää ei luonnollisesti ole tarkoitettukaan. Heterotrofinen p&
tentiaali mittaa mikrobeihin kohdistuvaa akuuttia vaikuttista. 1
2.5 LIIKKUVUUS
Liikkuvilla bakteereilla on kyky hakeutua orgaanisten yhdistei
den läheisyyten.Hiilivetyjen läsnäoflessa tämä kyky kuitenkin
katoaa”jolloin.:örgaanisen aineen hajotus estyy (CHET & MITCHELL
1976). Bakteerienuintikyvyn menetyksellä on merkitystä hajotiV»!
toimintaan esim. aferissä, joisSa örgaanisen aineen tifäärä on v&
häinen.
Yhdysvalloissa on kehitetty veden laadun valvontaan testi, joka
perustuu suurikokoisen Spirillum voluntans-bakteerin uintikyvn
häviämiseen myrkkyjen vaikutuksesta (DUTKA 1979, kirjallinen
II
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tiedonanto). Bakteereja kasvatetaan ravinneiiuoksessa, johon
tutkittavaa yhdistettä on lisätty. Kasvatuksen aikana bakteerien
liikkuvuutta seurataan mikroskoopilla pimeän kentän tai vaihe
vastakohtavalaistuksessa. Kun 90 % bakteereista on menettänyt
aktiivisen liikkumiskykynsä, katsotaan tutkitun yhdisteen pitoi
suuden olevan inhibitiivinen. Testi soveltuu erilaisten vesien
myrkyilisten yhdisteiden havainnointiin,
2.6 RIKASTUMINEN
Rikastumistutkimuksissa on useimmiten mukana useita trofiatasoja.
Koska bakteerit ovat mm. matojen ravintoa, madot kalojen jne.,
siirtyvät akkumuloituvat aineet yhä ylemmäksi ravintoketjuissa.
Pelkästään bakteerien kykyä assimiloida metalleja ja halogeeneja
ovat tutkineet GUTHRIE ym. (1977). Heidän mukaansa veden kemial
lisella koostumuksella on vaikutusta tutidttuj eri aikuaineiden
ottonopeuksiin. Elohopea aiheutti murtovedessä kiihkeämmän bak
teerien raskasmetallien assimilaation kuin kupari, kun taas ma
keassa vedessä kuparin ja eloliopean vaikutukset olivat päinvas
taiset, Murtovedessä bakteerien assimilaatio muuttui raskasme—
tallien, aktiivisten metallien (kalsium, kalium, natrium) ja ha
logeenien vaikutuksesta selvemmin kuin makean veden tai hiili
voimalan selkeytysaltaan bakteerien assimilaatio,
2.7 GENEETTISET MUUTOKSET
Erilaisten kemikaalien aiheuttamien mutaatioiden ja syövän puh
keamisen välillä on. havaittu positiivinen korrelaatio. Koska
varsinaiset syöpätutkimukset ovat hitaita ja kalliita, on ym
päristön tilan tarkkailussa käytetty mutageenisuustestejä (RA—
MEL l97)
Geneettinen koodi on kaikissa soluissa muodostunut DNA-molekyy
leistä, Ilmeistä on, että yhcliste, joka aiheuttaa mutaation bak—
teorian geeneissä, voi aiheuttaa sen myös ihmisen geeneissä. Or—
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ganismien erilainen aineenvaihdunta ja yhdisteiden mahdollisuus
tunkeutua solujen sisään kuitenkin lopulta ratkaisevat, syntyy—
ko mutaatio
Myes vesistotutkimuksissa on kaytetty Amesin mutageenitestia
(AMES ym 1972, 1975) ja sen muunnoksia Testiorganismeina
ovat eraat Salmonella tyrhimurium -bakteerin pistemutantit,
jotka eivät kykene kasvamaan ilman histidiiniä. Jos kasvualus
taan lisätty yhdiste on mutageeninen, syntyy bakteereja, jotka
pystyvät itse tuottamaan ko. aminohappoa. Pistemutaatiot voi
vat olla sellaisia, etta jokin DNA n emas korvautuu toisella
(base substitution) tai DNA sta puuttuu tai siihen on tullut
lisaa emaksia (frame-shift mutaatio) Kannat, joilla mutaati
oita esiintyy, paljastavat myos mutageenisten yhdisteiden ra
kennetta (FEVOLDEN & MØLLEE 1978)
Jotta voitaisiin varmemmin arvioida yhdisteiden vaikutuksia
nisäkkäisiin, on S. typhirnurium -viljelmään mahdollisuus lisä
tä rotan maksan mikrosomeja, joiden entsyymit vastaavat pääasi
assa yhdisteiden metaboliasta nisäkkäissä. Eri tutkimuksissa
on osoitettu, että 90 % syöpää aiheuttavista (karsinogeenisis—
ta) aineista, myös sellaisista, jotka vaativat aktivoitumista
maksassa, voidaan jaljittaa talla testisysteemilla (RAMEL 1978)
PELON ym (1977) testasivat Missisippi—joen vetta eri vuodenai—
koina neljan S typhimurium -kannan hist;diiniauksotrofeilla
55 vesinaytteesta 27 n havaittiin aiheuttavan mutaatioita yh
dessa tai useammassa kannassa 56 % naista naytteista vaati me
tabolisen aktivoitumisen ennen mutaatiota CTeneettisia muutok
sia havaittiin eniten joen virtaaman ollessa pienin.
Vinyylikloridin valmistuksessa muodostuvan jatteen paakompo
nentin, etylendiklorid;n, on todettu olevan mutageeninen, var
sinkin maksan entsyymien toiminnan tuloksena (RANNUG 1976).
Selluloosan kloorivalkaisussa muodostuu yhdisteitä, joiden on
todettu olevan mutageenisia, tosin maksan entsyymit laskevat
valkaisujätevesien mutaatioaktiivisuutta. Myös petrokemialli
sen teollisuuden jätevesien on havaittu olevan biologisen puh—
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distuksen jälkeenkin mutageenisia (FEVOLDEN & MØLLER 1978).
Vaikka jätevesien mutageeniset ylidisteet yleensä laimenevat vas
taanottavassa vesistssä niin paljon, ettei akuuttia vaikutusta
havaita, voivat yhdisteet kuitenkin rikastua ja olla vahingolli
cia ylempien trofiatasojen organismeille, Mutageenitestit tule
vat olemaan herkkyytensä vuoksi yhä tärkeämpiä screening-testejä
erilaisten jätteiden terveydellisten vaikutusten arvioinnissa.
Myrkkyjen sieto bakteerilajeilla yleensä kasvaa , kun ne joutu
vat elämään alhaisessa myrkkypitoisuudessa. Sopeutuminen kestää
yleensä useita tunteja. VATMA ym. (1976) ovat todenneet sopeutu—
misen johtuvan spontaanisti syntyneiden mutanttien yleistymises—
tä valtalajistoksi eikä niinkään entsyymien indusoitumisesta,
mikä on huomattavasti nopeampi tapahtuma. NAKAHAHA ym. (1977)
ovat havainneet, että plasmidit aiheuttavat eräiden bakteerien
kyvyn sietää raskasmetalleja. Osin samat piasmidit säätelevät
myös eräiden lääkeaineiden sietoa bakteereissa.
2.8 MUITA KOHTEITA
Biologisten puhdistamojen häiriöttömän toiminnan takaamiseksi on
kehitetty menetelmä, joka osoittaa nitrifikaation inhiboitumisen
myrkkyjen vaikutuksesta (STENSEL ym. 1976), Menetelmä perustuu
jäteveden hapen kulutuksen mittaukseen erilaisita rinnakkais
näytteistä respirometrillä. Menetelmä on todettu herkäksi, sillä
nitrifikaatioon osallistuvat Nitrosomas— ja Nitrobaeter-sukujen
bakteerit ovat ympäristömyrkyille herkempiä kuin heterotrofiset
bakteerit.
Puhdistamotarkkailuun ehdotettu menetelmä on myös adenosiinitri
fosfaatti (ATP) määritys. ATP kuvastaa sekä bakteerien biomassaa
että aktiivisuutta, Solujen energiatalouden kannalta ATP on kes
keisimpiä yhdisteitä. PATTEESON ym. (1969) ovat todenneet lusi—
feraasientsyymien avulla suoritettavan ATP-määrityksen nopeaksi,
yksinkertaiseksi ja tarkaksi.
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Entsyymit ovat tärkeitä biokemiallisten reaktioiden katalyytte
jä ja säätelijöitä. Dehydroganaasien ohella on myrkyllisyystut
kimuksissa seurattu myös muita entsyymejä. LITCHFIELD ja HUBEN
(l973)tutkivat Aeromonas proteolytica —bakteerien stationaari—
vaiheen lopussa eristettyjen endo— ja aminopeptidaasien käyt
täytymistä detergenttien, hiilivetyjen ja eräiden torjunta-ai
neiden vaikutuksessa. Detergenttien havaittiin kiihdyttävän
entsyymisynteesiä, kun taas muut yhdisteet estivät entsyymisyn
teesiä. Yhdisteet eivät juuri vaikuttaneet jo olemassa olevien
entsyymien aktiivisuuteen. Entsyymien avulla on vaikea arvioida
myrkkyjen vaikutuksia luontoon, mutta niiden avulla saadaan tie
toja aineiden vaikutusmekanismeista.
Myrkyllisyystestien useista sovellutusalueista on esimerkkinä
fluoresoivien bakteerien käyttö sodankäynnissä myrkyllisen ve
den liavaitsemiseksi (HELSINGIN SANOMAT 25.7.1978).
5. EKOSYSTEEMIT MYRKYLLI SYYS -
TUTKI MU K SIS SÄ
5.1 LABOHATORIOEKOSYSTEEMIT
Laboratorioekosysteemeillä (microcosm) saadaan tietoja ekosys—
teemien rakenteesta ja toiminnasta. Myrkyllisyystutkimuksissa
laboratorioekosysteemejä on käytetty yhdisteiden kulkeutumisen,
rikastumisen, hajoamisen ja biologisten vaikutusten arviointiin.
Laboratorioekosysteemissä on yleensä mahdollisuus säädellä sys
teemin monimuotoisuutta ja eri ympäristötekijöitä (pH, lämpöti
la, orgaanisen aineen määrä jne.), mikä helpottaa luonnossa
vallitsevien monimutkaisten syy— ja seuraussuhteiden ymmärtä—
mistä. Ekosysteemitutkimuksilla saadaan myös tietoja eri orga
nismiryhmien herkkyydestä myrkyille ja johonkin lajiin kohdis
tuvan myrkkyvaikutuksen heijastumisesta toisiin lajeihin ja tro
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fiatasoihin.
Laboratorioekosysteemeillä on tutkittu mm. erilaisten pestisidi—
en vaikutusta vesieliöihin (SÖDEROREN 1975, KERSTING 1975, SUGI
URA ym. 1976 a, ARSTILA ym. 1978). TAUB (1976) osoitti yksinker
taisella bakteeri—levä-kuluttaja—viljelmillä erään levämyrkyn,
DDT:n sekä orgaanisen aineen lisäysten vaikutuksia makean veden
organismeiliin. Kokeissa levämyrkky tappoi Ohlamydomonas rein
hardtii-levät ja aiheutti kuluttajaorganismien, alkueläinten ja
rataseläinten, kuolemisen nälkään kuuden vuorokauden kuluttua.
Daphnia-vesikirput jäivät eloon, mutteivät kyenneet lisäänty
mään. Hyönteismyrkkynä käytetty DDT tappoi kaikki kuluttaja
organismit, jolloin levien määrä kasvoi kontrolliviljelmään
verrattuna. Suuri orgaanisen aineen lisäys aiheutti anaerobis
ten olojen muodostumisen, levien huomattavan lisääntymisen ja
kuluttajaorganismien tuhoutumisen.
SUGIURA ym. (1976 b) tutkivat kuparin toksisuutta ekosysteemis
sä, joka koostui Chlorella ja Scenedesmus —levistä, bakteereis—
ta, Cyclidium—ripsieläimistä, Phulodina ja Lepodella -ratase—
läimistä sekä harvasukamadoista. Kuparin lisäys heti kokeen
alussa aiheutti systeemissä levien ja ripsieläinten soluluku—
määrien laskua 0,Smg l pitoisuutena, mutta kun lisäys tapah
tui testisysteemin saavutettua tasapainotilan tarvittiin 0,9 mg
-1
ry -1 kuparilisays ennen inhibition havaitsemista, lutkijat ha
vaitsivat bakteerien polypeptidien hajotuksessa vapautuvien or
gaanisten yhdisteiden muodostavan komplekseja kuparin kanssa.
Nämä kompleksiyhdisteet olivat Chlorella ja Cyclidium —lajeille
toksisempia kuin kupari-ionit. Ennen inhibition liavaitsemista
organismien solulukumäärissä voitiin myrkkyvaikutus havaita sys
teemin aineenvaihduntamuutoksina mm. bruttotuotannossa ja hen
gityksessä.
Mineraaliöljyjen vaikutusta litoraaliekosysteemiin on selvittänyt
NOTINI (1976). Altaissa, joissa Itämeren vesi virtasi jatkuvasti,
kasvoi rantavyöhykkeen kasvistoa ja eläimistöä, öljyjen vaikutuk
sesta levien yhteyttärnJnen väheni ja koko vy0hykken respiraat io
kasvoi. Lisäksi ekosysteerneissä havaJ ttiin eläimL;tön koostumuk—
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sen huomattavia muutoksia äljyjen vaikutuksesta.
Laboratorioekosysteemit ovat osoittautuneet käyttökelpoisiksi
erilaisten kemikaalien rikastumisen tutkimisessa. ARSTILA ym.
(1978) jäljittelivät pestisidien (DDT, MCPA ja ,6-dik1oro-ort-
hokresoli) kulkeutumista peiloilta vesistöön ekosysteemissä, jo
hon kuului sekä maan että veden kasvistoa ja eläimistöä. Kokees
sa voitiin havaita DDT:n rikastuvan oranismeihin ja biologis—
ten toimintojen seurauksena muodostuvien DDT:n liajoamistuottei
den, DDE:n ja DDD:n, kehittymistä kuten luonnossa.
$öDERGREN (l97) tutki myös kloorattujen huilivetyjen käyttäyty
mistä vesiekosysteemissä, joka koostui Chlorella pyrenoidosa
-viherlevistä , Leucaspius delineatus -äyriäisistä ja ahvenista.
Tutkimuksissa käytettyjen yhdisteiden pitoisuudet olivat vedes
sä kokeen loputtua pieniä, kun taas leviin ja ensimmäisen as
teen kuluttajiin rikastui kaikkia yhdisteitä. Levien lukumää
rissä ei käytetyillä hiilivetypitoisuuksilla havaittu muutoksia.
Rikastumistutkimuksia radioaktiivisesti merkityillä myrkyillä
ovat tehneet mm. ISENSEE (1976) herbisiditutkimuksissa sekä
SEPPOVAARA ja HATTULA (1977) valkaisussa syntyvien kloorattu
jen yhdisteiden tutkimuksissa.
Laboratorioekosysteemitutkimuksissa on toistokokeiden suoritta
minen ollut melko vähäistä, sillä kokeet ovat suhteellisen työ—
läitä ja kalliita niiden vaatiman pitkän ajan vuoksi (ISEN$EE
1976). Tulosten luotettavuuden kannalta toistokokeet ovat kui
tenkin välttämättömiä. ARSTILA ym. (1978) ovat todenneet levis—
tä, bakteereistä ja selkärangattomista koostuvien ekosysteemien
antavan toistettavampia tuloksia kuin systeemit, joissa on myös
korkeampia organismeja. Korkeammat organismit ovat kuitenkin
välttämättömiä haluttaessa arvioida myrkkyjen vaikutuksia esim.
ihmisiin.
DRAGGAN (1976) on kerännyt arvioita laboratorioekosysteemiefl
käyttökelpoisuudesta kenttäkokeisiin verrattuna inyrkyllisyys
tutkimuksissa. Laboratorioekosysteemissä on mahdollista kont
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Yolloida eri Ympäristötekijöit melko laajo rajoissa Li5k-
si Voidaan SUOrittaa toistokokeit ja tutkia
tuksia Vars km uusien kernikaalien kUlkeutumien ja vajkLltus•
ten selvittämises laboratorioek ovat hyöciyllisiä
3.2
EkosysteemikkO eristetn useimmiten muovirakeflnelmi__ osa
luonnoi ekosyste Myrkkyj vaikutuksia eristet,0 ekosys
teemieri eliäihin tutkitaan vertaamalla niitä kontrolli1ammiid
eliöihin Ekosysteemikok t ehkä parhaiten myrkky
jen Vaikutuksesta luonnossa tapahtuvia muutoksia Sillä niissä
vaikuttavat lähes kaikki samat ahioottiset ja bioottiset ympä
ristötekijät (adsorptio kelatoivat Yhdisteet ravinteet lajien
välinen kilpaij Predaatio, hajottavat organisinit jne.) kuin
luonnossa.
Ekosysteemikkil on tutkittu pitkäaikaisia myrkkrvaikutuki
ja sopeutumista suhletaaleil; myrkk7nitQSUk. Tutkittuja
myrkkyjä ovat mm. raskasmetaliit öljyt ja herhisidit (HMJJA ym.
1975, HAKI & JOHjSOH 1976, 3LIIN ym. 1977) BLINJ ym. (1977) tut
kivat elohopean VaikItusta perustuotant eristetiss muovias•
tioissa ja havaitsivat eroja kevään ja kesän levien herkkyy55
elohopealle Myös PAR$ONS ym. (1976) totesivat levien Välisiä
eroja yhteyttämi555 eräiden hiilivetyjen läsnäollessa
THOMAS ja SEIBEET (1977) tutkivat kuparin vaikutuksia meren le
vien lajikoostuy5 laajas kontrolloidu ekosrsteemin
saast1mi5koke (CEPEX) Vallitsevana levänä kokeen alussa
esiintynyt Chaetoceros sp. sai Väist7 kupar kestävämpien
mikroflagel_aatti ja Nitzschia delicatissima sekä Navicula
distans piilevien Yleistessä — 9 vuorol{auden kuluttua kupa
rilisäykSCStH Tosin myös kontrolijastia tapahtui vCllmt5e
Vien levien lajimuut0(5 mutta lajidiversj. laski huomat
tavasti enemmän kuparil] käsitellyissä astjoissa Lajiefl vali—
kupar paremmin kestävisi kvj ilmj ku—
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paria kontrolliekosysteemiin ja kuparin vaikutuksessa elänei
den levien systeemiin ja vertaamalla lyhytaikaisvaikutuksia
yhteyttämiseen: kontrolliastian levien kyky yhteyttää väheni
huomattavasti enemmän.
THOMAS ym. (1977) havaitsivat CEPEX-kuparikokeissa leväbiomas
sojen pienenemistä kaikissa eristetyissä ekosysteemeissä, mikä
johtui todennäköisesti pienentyneestä turbulenssista. Kuparin
aiheuttama biomassojen pieneneminen oli ohimenevää, sillä laji
en valikoituessa kuparia kestäviksi myös biomassat ja yhteyttä
minen elpyivät, jopa suuremmaksi kuin kontrolliastiassa. Levä
lajien muuttumisella saattaa olla huomattavaa merkitystä ravin
toketjujen toimintaan kuluttajien käyttämien saalislajien tai
itse kuluttajien vähentyessä ja muiden lajien yleistyessä. Pit—
käaikaisvaikutusten selvittämisessä leväpopulaatioiden raken
teen ja sukkession tutkiminen onkin tärkeämpää kuin esim. levi-
en hiilen oton, klorofyllin, ATP:n tai typen oton selvittämi—
nen, koska muutokset näissä ovat ohimeneviä lajien muuttuessa
resistenteiksi myrkyille (MENZEL 1977).
MENZEL (1977) on kerännyt CEPEX-tutkimusten antamia kokemuksia
ekosysteemikammioiden soveltuvuudesta luonnossa tapahtuvien
myrkkyvaikutusten selvittämisessä. Ympäröivään veteen verrattu
na eristetyissä kammioissa on todettu muutoksia valaistusolo—
suhteissa, sillä mekaaninen suoja aiheuttaa varjostusta. Va
laistuserot puolestaan aiheuttavat muutoksia organismien verti
kaaliseen jakautumiseen. Toinen kammioiden ero ympäristöön ver
rattuna on virtauksissa. Turbulenssin pieneneminen vaikeuttaa
mm. ravinteiden saantia ja nopeutta erilaisten hiukkasten ja
esim. suurikokoisten levien vajoamista. Peto-saalis —suhde poik-
keaa myös luonnontilaisesta, sillä saalisorganismien mahdolli
suus etsiytyä pakopaikkoihin on rajoittunutta. Organismit ovat
helpommin petojen ulottuvilla myös vertikaalisen jakautumisen
häiriytymisen vuoksi.
Ikosysteemikokoidn etu laboratoIiotutkimuk5i 10 verrattuna on
Enin. mahdolii :;iiur; köyLtää korku:tmpia eLi irniii ja tutkia ui oinpien
trofiatasojen o.röanismeissa tapahtuneiden muut o;ten vaikutusta
—
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ylempij trorjatasoijir Sen sijaan esim. levien lajimuutokset
kupari vaikutuksen alaIsens oli mahdollista saada esille myös
huomattavasti laberatorjoaetjoioea joiden tila
vuus (4 1) oli vain 11 « kooysteew41a.jon tilavuudesta (1€NZEL
1977).
3.3 KENflXJCOKFET
KenttätutkiWIIkSl] s0liiot!ur jo tapahtuneen Jätevesipäästö
tai öljyvuodon vaikutuksia
.
esie
fo5y
st. Kenttätutkimuk...
5issa on levien -salta setratt’ mm. Perustuotantokykyä laji—
koostumusta ja levien eri etäisyyks11ä var
sinaisesta myrklevs4hteastp ‘1ipä Utkiukset eivät ole varsi
naisia mzirkyuiv;5t555.q mutta niillä saatuja tuloksia voi
daan käyttää hyvä.ksj labtratoejokoit5 suunniteltaessa Kent—
tätutkimuksissa saadaan Selville myrkkyje aiheuttat reaktiot
eri Ympäristötepij3jden ‘vakuttae:sa Organ...snejjy1 Saadut tulok
set saattavat olla erilais4a kuin Pelkkien laboratorjokokeiden
tulokset, Joissa acakpi vaikuttavia tekijöitä °i voida ottaa
tuomi oon.
4. Y M P ii ii 1 S S iT
‘ 4 K ‘1 ? 1 3 “ P F Y L T3 1 —
3YYPEE’z
ti ABIOflpflp flKIJXT
‘ni tutkimijksfj,1 on e8,’nn ilmi, tt PIit3j tutcjttava yhdiste
myös ympäri vaiw4ttad mikrnbiz, reaj:tioih:fl rlottomiin eli
abioottisi in 7rwJ&riet%-es4P). ::uujw,at mm. va2o, l2mpötiaa,
r, suolaisu.13 ra iImept,isuu, ja Lelatoattat y”Itsteet. Abioot—
1laten tefrij?s1. -n .1r.ta?jj.ellq
.,n «‘ mm. iaat, alluosta va
littaessa sill5 alastaa V3stumuy1 saattaa olla huomattava
vaijratus testjt lotseen.
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ELORANTA (1976 b) totesi oligotrofisessa järvivedessä kasvate—
tun Ankistrodesmus falcatus -levän herkemmäksi puunjalostus
teollisuuden jätevedelle kuin vastaavan levän 25 % Hoim-Hansen
ravintoliuoksessa kasvatetun viljelmän. CHIAUDANI ja VIQHI
(1978) havaitsivat Selenastrum capricornutum -viherlevän kas
vun inhiboituvan metallien vaikutuksesta voimakkaammin AAP
alustalla, johon ei ollut lisätty EDTA:ta (kelatoiva yhdiste),
kuin alustalla, johon kelatoivaa yhdistettä oli lisätty. Metal
lien myrkyllisyys leville ilmeni selvemmin myös sellaisissa
luonnonvesissä, joiden kelatoivien yhdisteiden määrä oli alhai
nen.
Antagonismin ja synergismin esiintyminen vaikuttaa myös myr
kyllisyystuloksiin WONG ym (1978) tutkivat metalliseoksen vai
kutuksia leviin sellaisina pitoisuuksina, jotka eivät olleet le—
ville inhibitiivisiä metallien esiintyessä yksinään kasvuliuok
sessa. Kokeissa kuitenkin metalliseos oli inhibitiivinen leville
metallien yhteisvaikutuksen johdosta. Toisaalta eri aineiden
vastakkainen vaikutus saattaa estää tai heikentää myrkkyvaiku
tusta. Coelastrum-levän kyky sitoa lyijyä väheni huomattavasti,
kun lyijylisäyksen yhteydessä lisättiin myös kalsiumia ja mag—
nesiumia liuokseen (SOEDER ym. 1978).
Kullakin mikro-organismilla on oma pH-, valaistus- ja lämpöti
laoptiminsa. Yhdisteiden myrkyllisyys organismeille on usein
erilainen mm. eri lämpötiloissa tai happamuudessa, joten ympä
ristötekijöiden huolellinen kontrolloiminen kasvatuksen aikana
on tulosten tulkinnan kannalta tärkeää. Laboratorikokeissa pi
täisikin pystyä kasvatusympäristön vakioimiseen.
.2 BIOOTTISET TEKIJÄT
Elottoman ympäristön ohella myrkyllisyyteen vaikuttavat myös
bioottiset tekijät. Vaikka varsinaisissa levätesteissä on pää
osa elollisista ympäristötekijöistä poistettu, esim. muiden
trofiatasojen organismit, on tuloksiin vaikuttamassa mm. käy-
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tetty levälaji sen herkkyys ja sopeuturfl
Lev1ajien herkkyys eri yhdisteille vaihtelee BRINGr4ANN ja KUHN
(1978) testasivat 180 yhdisteen myr;cyl1i5ydefl Microcystjs aeru
ginosa •sranobakteeTei__e ja Soenedesmus quadricauda •viherle
—
,
vl1e. 60 % tutkitusta yhdist stä oli inhibitiivisempi M. aeru
ginosa
•bakteerejile kuin 5, quadrica -levlle. 25 % yhdis
-
_
_
teistä oli lähes yhtä inhibitivisi kummallekin lajiile Tutki
tuista aromaattisista Yhdisteist, styreeni, tolueeni etylbent•
seeni, klorobentseeni jne,, ei mikään ollut inhibitiivinen
5, quadrjca •levälle Pitoisuuksina, jona Yhdisteet liukenj
vat veteen Syanobakteerj1 myrkylliset Pltoisuudet sen Sijaan
PYstyttiin määrittämn Selenastrum •viherlev ja Mierocystis
syanobakteeri_a.i kasvu inhiboitui huomattavan erilaisissa
alkyletoksylaatti ja tTinitroto_ueenipj. (PAyNE
1976, SMOCx ym, 1976). Myös viherlevälajien välillä on havaittu
eroja esim, lyijyn keräytymi555 ja reaktjoissa jätevesi
(QR53ERG 1978, WE3ER ym, 1978), Levien herkkyyseroj huomioon
ottaminen on tärke määritettäessä jätevese eri Yhdisteiden
suurimpia sallittuja pitoisuuksia joilla ei olisi haittaa pur—
kuvesist organis1i
Mikrobeihin kohdistuva myrkkyvaikutus voidaan havaita hyvinkin
erilaisissa Pitoisuuksissa vaikka kysymykse55 olisi sama laji,
Mikäli mikrohia on kasvatettu alhaisessa mYrkkypitoisuude5sa
ennen testausta, ovat organism saattaneet sopeutua ko. myrk
kyyn ja sietävät suurempia pitoisuuksia kuin mikrobit jotka
uvat ensimisen kerran myrkyn kanssa tekemisissä Tämä Sopeu
tumjner voi olla luonteeltaan joko fysiologinen tai geneettin
ST0CKpg ja ANTIA (1976) ovat esittäneet että tietyt kasvi
plankterit saattavat vaatia hyvinkin pitkiN sopeutumisaikoja
ennen kasvtm elpymistä Esim, Skeletonema costaturn -levän eks
ponentiaalinen kasvu alkoi vasta 15 ja 25 vuorokauden kuluttua
kokeer1 alusta massateollisuuden jäteveden 20 5 liuoIsessa
& C(JSTyJ [076), Sopeuti sen seup nk serui le vät
saattavat kestää hyvin jatkuvaa myrkkyaltj1 ja jona lisä-
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tä myrkyn sietokykyään. STOCKNER ja ANTIA (1976) suosittavat
vähintään 30 - 40 vuorokauden kasvatusta levien kemikaalin sie
don määrittämiseksi. Pitkäaikaistutkimuksissa on kuitenkin t&r
keää tarkkailla tutkittavan yhdisteen määrää ja muuttumatto
muutta kasvatuksen aikana, jotta testissä selviäisi, vaikuttaa
ko aipaccsuorap vai vaikuttaako sen hajoamistuote..
1
.in1
Levälaj&en välisen kilpailun vaikuts myrkyliisyyteeh ilmenee mm.
PISMERin ym. (1974) tekemissä kokeissa (kohta 1.2).
:j1.:c
-
“1
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5. M Y R K YL LI’ 5 Y Y 5. T ESTEILLE 8 E T F T T A
VAT VAÅ1IMUKSET
Ympäristönsuojelua ja tarkkåLiSt Varten kehitettävien labora
—-..
toriotestien tulisi olla 4tptoon .sovellettavia eli ekologi4
sesti relevanttejä sekä toisaalta käytännössä yksinkertaisiå
suorittaa. Nämä--päämäärät ovat usein ristiriidassa keskenään.
BLANCK TtS,9? :esittänyt arvioita päämäärien toteutumisesta
käytössä olevisså myrkyllisyystesteissä (kuva 1).
Käyttökelpoisten myrkyllisyystestien tulisi BLANCKSn (1978) ja
KXLLjflSTin (1978)
$•
— jäljitellä luonnon ekosysteemien osien toimintaa
- kuvastaa saastumistilannetta
— seurata ekosysteemin toiminnan kannalta oleellisia
prosesseja
— ottaa huomioon abioottisten ja bioottisten tekijöiden
vaikutuksia testilajeihin
- selvittää myrkkyjen välittömiä sekä seurausvaikutuksia ..
— olla tekniikaltaan yksinkertaisia .
- antaan toistettavia tuloksia
- antaa kvantitatiivinen tulos myrkyllisyydestä
Mikrobiyhteisöjä käytettäessä olisi lisäksi GUSTAPSSONin (1978)
mukaan otettava huomioon yhteisöjen rakenne ja historia (mm.
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mahdolliset sopeutumiset eri yhdisteisiin), jotta todelliset
myrkkyvaikutukset tulisivat ilmi.
obioott. teki
jät otettu
huomioon
EKOLOGNEN SOVEIJUVUUS
KUVA 1. Yksinkertaisuuden ja ekologisen soveltuvuuden
toteutuminen myrkyllisyystesteissä (BLANCK 1978).
Myrkyllisyystestien kehittely on vielä kesken, Kuitenkin vaikut
taa ilmeiseltä, että tarvitaan useita eri testejä tuotekontrol—
lia, jätevesien myrkkyvalkutusten mittaamista ja vastaanottavan
vesistdn reaktioiden seuraamista varten. Testien valinnassa oli
sikin aina otettava tarkasti huomioon tutkimuskohde, sillä tu
losten merkityksen arviointi on myrkyllisyystutkimusten vaikein
alue. Varsinkin uusien kemikaalien vaikutusten arvioimiseksi
Jmotaj11 ym. yks inkert. 1
l tJ
[es t i
1 yksinkert.[microcosm
yhden lajin
tevätgti
fbottte test)
U)
D
6
w
z
u)
bioott. teki
jät otettu
huomioon
saastumis—
titonnt otet—!
mioon
skosysteerj
kokeet
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olisi tehtävä monipuolisia tutkimflsig jotta saataisiin selvil
le eri eliöihin kohdistuvat vaikutukset (esim. rikastuminen ge—
neettiset muutokset, haioamiskelpoisuus) kuten OECD suositta—
nee. Tällä hetkellä eri testien valintaa ja käyttööno0 ra
vertailevan tutkimusmateriaalifl ja kokemuksen puute.
6.
Selvityksen tarkoituksena on perehtyä kirjallisuudessa esitete
tyihin bakteeri ja leväidyrkyllisyystesteihi sekä niiden sovel—
tuvuuteen .vesiekosysteemijn kohdistuvien ar
vioinnissa
Hyvän tulee olla käytänss yksinkertainefi
suorittaa sekä ekologises relevantti eli testitulokset tulee
voida soveltaa luontoon. Nämä kaksi päätavoitetta ovat usein
ristiriidassa keskenään.
Ekosystej... ja seurataan eri
trofiatasojen organism käyttäytymj5 lähes kaikkien samo
jen elottomien ja elollisten vaikutukses...
sa Icuin luonnossa Tällaisissa kokeissa käytettä laitteet
ovat kuitenkin useimmiten liian kalliita ja itse menetelmät
liian työläi rutiinikäyt Yksinkertaisilla laboratorio...
testeinä varsinkin Panosviljelyy perustuvilla Puhdasviljela
mäkokeina, on puolestaan melko rajoit soveltamiskelpoisuus
arvioitaessa vaikutuksia luontoon. Jatkuvan kasvatuksen käyttö
lisää huomattavasti tutkimusten ekologis relevanssia.
Leviin kohdistuvia vaikutuksia selvitettäessä tulee mitata L
vien kasvua ja hiilidioksidin yhteytt5 jotka ovat ekosys
teemin toiminnan kannalta oleeljisia Prosesseja. Lisäksi useäm—
pia levälajeja käytettäe55 on aiheellista tarkkajlla levien
herkkyysero a.
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Bakteeritesteissä tulee seurata myrkkyjen vaikutuksia orgaanisen
aineen hajotukseen. Suotavaa olisi myös selvittää myrkkyjen vai
kutusta eri alkuaineiden kiertoon. Biologisten puhdistamojen
toiminnan tarkkailussa tutkimuskohteena tulee käyttää siirrosta
siltä puhdistamolta, johon myrkyiliseksi epäiltyjä jätevesiä
johdetaan. Joissakin tilanteissa jatkuvaan myrkkyvaikutuksen
mittaukseen perustuvat laitteet voivat olla tarkoituksenmukai
sia. Hajotuksesta vastaavien organismien valikoitumisen ja 50-
peutumisen vuoksi tulisi tutkia sekä lyhyt- että pitkäaikaisen
testin avulla myrkkyvaikutuksen luonnetta.
Nordforskin puitteissa Pohjoismaissa tehtävä myrkyllisyystesti—
en kehittely, kansainvälisen standardisointijärjestön (ISO) me—
netelmienstandardisointijn t8htäävä työ sekä OECD:n piirissä
tehtävä myrkyllisyystestikokonaisuusjen laadinta auttavat lähi
vuosina myrkyllisyystestien käyttäjää testien ja menetelmien va
linnassa sekä kokeiden suunnittelussa.
7. SUMMARY
In this literature survey, the principles and applications of’
algal and bacterial tests for determining toxicity in aquatic
environments are described.
Toxicity tests should ideally be both easy to perform and eco
logically relevant. These aims are difficult to fulfill in the
same test.
In ecosystem and microcosm studies the effects of toxic com
pounds on organisms from different trophic levels are measured
almost without otherwise disturbing their biotio and abiotic
environment. However, the equipment and amount of work needed
to perform these tests makes them expensive and impractical
for routine control purposes.
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Simple iaboratory teata based on pure eultures of algae and
bacteria and on batch technique are easy and relatively cheap
to perform in routine studies. In addition these testa aan be
standardized and, therefore, it ja possible to get repeatable
and comparable resulta between different laboratories. However,
the interpretation of especially quantitative resulta ja diffi—
cult. Indeed, the variation in sensitivity between different
species and atrains of organisma aan make even the qualitative
resulta problematic. Decision naldng should therefore be based on
more than one test in moat cases.
In aigal testa
O
the growth and fixation of aarbon dioxide by
algae are useful parameters to measure toxic effects. Whenever
possible, continuous aultures should be used rather than batch
cultures
In baoterial tests the decomposition of carbonaceous compounds
can be used to detect toxic effecta. The measurement of toxicity
using cycles of other elementa would also be useful. When the
inhibition caused by toxic wastewaters on biological treatment
ja to be studied, the inoculum muat be taken from the plant wheze
the wastewaters will be treated. Both short-term and long—term
tests should be performed in order to take into account the
adaptation and selection of decomposing organisms. Some equip
znent ja already available for the continuous monitoring of
influents at treatment plants.
The Scandinavian Council for Applied Research (Nordforsk) co
ordinates a project to develop toxjcity testa för aquatic en—
vironmenta, while work to standardize algal, baoterial, invert—
ebrate and fish toxioity teat methods ja being carried out
withing the Internatjonal Organization for Standardization.
OECD ja preparing recommendatjona for teat systema to be applied
to new ctsnioals.. Withing a few yeara thia international ao—
operation should assiat usera of toxicity testa in their choice
of teata.
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